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論文内容の要　旨
【目　的】
血清アルブミンは、生理的pH領域でN－B転移とよばれる構造転移を示す。この構造転移に伴
い、様々なリガンドに対するアルブミンの結合機能が変化する。ヒト血清アルブミン（HSA）のⅩ
線結晶学的研究が進み、主な結合部位の同定と原子レベルの構造が急速に解明されてきている。し
かし、N－B転移がどのような構造変化で、それがどのようにリガンド結合活性に関係するのかは
分かっていない。
我々は、生理的リガンドの一つであるフラビンとHSAとの相互作用が特にN－B転移に敏感であ
ることを見出した。そこで、同様なN－B転移を示すウシ血清アルブミン（BSA）とフラビンとの
相互作用を詳しく調べ、HSAと比較検討した。
本研究で、我々がこれまでに開発してきたセミミクロフロンタルゲルろ過法を、リガンドの自己
会合とタンパク質への結合とが競合する系へ初めて適応し、その有効性を検討した。また、そのよ
うな系に対する我々の理論的予測を検証した。
【方　法】
（1）BSAおよびHSAのモノマーは、市販の各アルブミンからDEAE－Sepharoseカラムを用
いて精製した。ヨウド酢酸処理でS－カルポキシメチルアルブミンを調製した。（2）リボフラビン
は稀酢酸溶液から再結晶した。FMNはコスモシル10C18－Pカラムを用いた逆相HPLCで精製した。
（3）フロンタルゲルろ過は、0．138M sodium phosphate（pH5．8、I＝0．16）で平衡化したBio－
GelP－10カラム（5×55－90mm）を用いて行った。BSAとフラビン混合液（BSA濃度0．3から0．8
mM、フラビン濃度0．02から6mM）2．5mlを分析した。（4）HSAのN型（pH5．8）とB型（pH
9．0）に対するフラビンの結合をフロンタルゲルろ過法で調べた。HSAとフラビン混合液（HSA濃
度300から500FLM、フラビン濃度20から50FLM）をTSK一gelG2000SWXL（4．6×75mm）で分析
した。HummeトDreyer法でも結合を調べた。（5）結合データは非線形最小2乗法を用い、リガ
ンドの自己会合とタンパク質への結合とが競合する系に対する我々の理論的取り扱いに基づいて解
析した。
【結　果】
（1）HSAのFMNに対する結合はN型（pH5．8）よりB型（pH9．0）の方が約80倍強く、結合曲
線は0．78で飽和した。（2）BSAに対するFMNの結合は、HSAとは逆に、B型（pH9．0）よりN型
（pH5．8）の方が強かった。（3）BSAに対するフラビンの結合（pH5．8）はルミフラビン、FMN、
リボフラビン、FADの順に強かった。（4）BSAのFMNとFADに対する結合曲線（pH5．8）は、
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それぞれ0．7と0．58で見かけの飽和を示した。（5）BSAに対するFADの結合をFMNが括抗的に阻
害した。脂肪酸の生理的濃度の存在下でFMNの結合は変化しなかった。5－カルポキシメチルア
ルブミンのFMNに対する結合は、非修飾アルブミンと有意な変化がなかった。（6）FMNとFAD
の結合データは、フラビンモノマーがisodesmicindefinite self－aSSOCiationL、フラビンモノ
マーのみがアルブミン分子上のただ一つの結合部位に結合するモデルで説明できた。
【考　察】
（1）フロンタルゲルろ過法が、リガンドの自己会合が存在し、それがタンパク質への結合と競
合する系でも、結合データを得る有効な方法であることが分かった。（2）本研究で得られたよう
に（BSAとFMNで0．7、BSAとFADで0．58）1より小さい異常な飽和は、一般的にはタンノ1ク質
試料のヘテロ性として片付けられるが、リガンドの自己会合も原因となり得ることが示された。
（3）BSAへの結合に関与しているフラビンの構造はイソアロキサジン環で、側鎖のリビチル基部
分の環境がN－B構造転移に伴い変化すると考えられる。（4）HSAとBSAは、N型では比較的似た
フラビンの結合能を示すが、B型ではフラビン結合能が大きく異なる。従って、両者の比較研究は
生理的N－B構造転移の解明に役立っ。
【結　論】
フロンタルゲルろ過法は、低分子リガンドに自己会合が存在する場合でも、総遊離リガンド濃度
と飽和度と関係を直接求められる方法である。異常な飽和を示す結合データは、リガンドの自己会
合も原因となり得る。HSAとBSAのフラビン結合部位を明らかにし、比較研究することがN－B構
造転移の解明に役立っと考えられる。そのため、BSAの立体構造解析と結合部位の同定・解析が
急がれる。
論文審査の結果の要旨
血清アルブミンは、生理的な弱アルカリ性下で2つの構造（N型とB型）の平衡状態として存在
する。一般に両型でリガンドの結合能は異なり、N－Bの転移はアルブミンの機能発現に重要であ
るが、その機構は不明である。
本研究では、フロンタルゲルろ過法を用いて、フラビンがN－B転移に最も鋭敏なリガンドであ
ることを兄いだし、また、本法をリガンドの自己会合とタンパク質への結合が競合するような結合
系へ初めて応用した。その結果、フロンタルゲルろ過法が、低分子リガンドの自己会合が存在する
場合でも結合データを直接求められること、さらにフラビンがN－B転移の解明に役立っことを示
した。
これらの研究成果はアルブミンの生理機能の解明に寄与し、また、定量的結合実験の迅速化・高
効率化に応用できる。よって、本論文は博士（医学）の学位論文に値するものである。
なお、本学位授与申請者は、平成14年2月19日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合
格と認められた。
－63一
